マウス肺炎症におけるTRAF5によるオンコスタチンMの機能制御 by 町山 智章
マウス肺炎症におけるTRAF5によるオンコスタチンM
の機能制御
著者 町山 智章
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 11301甲第18281号
URL http://hdl.handle.net/10097/00125925
1 
 
                                                                  
博士論文 
 
 
 
マウス肺炎症における TRAF5によるオンコスタチンMの機能制御 
 
 
 
 
 
 
東北大学大学院 医学系研究科 医科学専攻 
 病理病態学講座 血液・免疫病学分野 
町山 智章 
 
 
 
2 
 
目次 
Ⅰ.要約 
Ⅱ.背景 
Ⅱ－1 OSMとヒト疾患との関連性 
Ⅱ－2  VCAM-1について 
Ⅱ－3  TRAF5について 
Ⅲ.目的 
Ⅳ.方法 
Ⅳ－1 マウス 
Ⅳ－2 マウス肺線維芽細胞の単離・培養 
Ⅳ－3 サイトカイン刺激 
Ⅳ－4 サイトカイン精製 
Ⅳ－5 肺炎症モデル 
Ⅳ－6 マウス肺の細胞単離 
Ⅳ－7 フローサイトメトリー解析 
Ⅳ－8  免疫組織化学染色 
Ⅳ－9 定量リアルタイム PCR 
Ⅳ－10 統計 
3 
 
Ⅴ.結果 
Ⅴ－1 マウスの各組織における OSM受容体サブユニットの発現 
Ⅴ－2 マウス肺における OSM受容体発現細胞の同定 
Ⅴ－3  MLFにおいて OSMは TRAF5依存的に VCAM-1を発現誘導する。 
Ⅴ－4  IL-6 および TNF-α刺激により誘導される VCAM-1 発現は TRAF5 の
影響を受けない。 
Ⅴ－5  TRAF5欠損マウスは OSM誘導肺炎に対して抵抗性を示す。 
Ⅵ.考察 
Ⅶ.謝辞 
Ⅷ. 参考文献 
Ⅸ. 図表の説明 
 図 1． マウスの各組織における Osmr、Gp130の mRNA発現 
 図 2． マウス肺における OSMRβの発現 
 図 3． TRAF5欠損 MLFでは、OSM刺激による VCAM-1発現誘導が抑制さ
れる。 
 図 4． TNF-αおよび IL-6刺激による VCAM-1発現誘導は、TRAF5の影響を
受けない。 
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Ⅰ.要約 
オンコスタチン M(OSM)は IL-6 ファミリーに属するサイトカインであり、間
質性肺炎や炎症性腸疾患(Inflammatory bowel disease: IBD)など様々なヒトの炎症
性疾患での関与が報告されている。これら過去の研究から OSMは治療標的とな
りうることが示唆されるが、そのシグナル制御などには不明な点も少なくない。 
アダプタータンパク質 TRAF5はサイトカイン受容体シグナル伝達分子 gp130 
に会合することで IL-6 受容体シグナルを阻害し、これにより Th17 細胞の分化
を抑制することが明らかになっている。OSM受容体は gp130と OSMRβのヘテ
ロダイマーで形成されることから、IL-6シグナルと同様に TRAF5は OSMシグ
ナルに対して抑制性に作用することが当初予想されたが、TRAF5 は OSM によ
る肺炎症を接着因子 VCAM-1の発現誘導を介して正に制御していることを新た
に発見した。 
本研究では、まず第一にフローサイトメトリー解析によりマウスの肺では
OSM受容体は内皮細胞と間質細胞に最も顕著に発現していることを明らかにし
た。そして、TRAF5 欠損マウスの肺から採取した線維芽細胞では、野生型マウ
スと比較して in vitroで OSMにより誘導される VCAM-1の発現の有意な低下が
認められた。IL-6 や TNF-αによる誘導では両群において差が認められなかった
ことから、これらのサイトカインとは独立した機序が考えられた。更に、OSM
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をマウスに経鼻投与することで誘導される肺炎モデルにおいて、野生型マウス
と比較して TRAF5 欠損マウスでは好酸球浸潤の有意な減弱が認められた。in 
vitro でのマウス線維芽細胞の実験結果と同様に、経鼻投与によるマウス肺の内
皮細胞や間質細胞上のVCAM-1発現はTRAF5欠損マウスでは有意な低下が認め
られ、好酸球浸潤の減弱の一因と考えられた。 
これらの結果から、TRAF5は OSMによる炎症を VCAM-1の発現を介して制
御していることが明らかとなり、OSM や TRAF5 がヒト肺疾患においても治療
標的となりうる可能性が示唆された。 
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Ⅱ.背景 
Ⅱ－1  OSMとヒト疾患との関連性 
様々な疾患において炎症性サイトカインがその病態に関与していることが明
らかになり、それらをターゲットとした生物学的製剤が開発され、治療に応用
されるようになった。関節リウマチでは TNF-αや IL-6が免疫細胞から過剰に分
泌されており、抗 TNF-α阻害薬や抗 IL-6阻害薬が劇的な治療効果を挙げている。
潰瘍性大腸炎やクローン病といった炎症性腸疾患でも抗 TNF-α阻害薬は約 60％
の患者で有効である。しかし、抗 TNF-α 治療に不応答の患者が少なくないこと
や、再発時の 2 度目の治療に対する抵抗例が多いことから  (Kalden and 
Schulze-Koops 2017)、新たな治療ターゲットの発見が期待されている。 
オンコスタチンM(OSM)は、1986年に Zarlingらによって組織球性リンパ腫細
胞株 U-937の培養上清中から発見され (Zarling et al. 1986)、内皮細胞に由来する
カポジ肉腫細胞に対しては増殖因子として作用することが示されたが (Nair et 
al. 1992)、その後、ヒトの炎症性疾患の病態形成に OSMが関与することが知ら
れるようになった。例えば、アレルギー性喘息患者の気管支洗浄液(BALF)やア
レルギー背鼻炎患者の鼻ポリープ組織で OSM タンパク質が増加していること 
(Pothoven et al. 2015)、関節リウマチ患者の関節液、慢性歯周炎患者の歯肉溝滲出
液および慢性閉塞性肺疾患患者の喀痰でOSMタンパク質が有意に検出されるこ
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と(Baines et al. 2011, Manicourt et al. 2000, Thorat Manojkumar et al. 2010)、心房細動
患者の左心房組織で OSMタンパク質が増加していること(Xie et al. 2017) が報
告された。また、間質性肺炎患者の肺胞洗浄液中では高濃度の OSMが検出され
(Mozaffarian et al. 2008)、間質性肺炎やサルコイドーシスの病態形成への OSMの
関与が指摘されたほか (Guber et al. 2013)、マウスに OSMを長期投与すると好酸
球浸潤や肺線維症が誘発されることから(Mozaffarian et al. 2008)、OSMの肺疾患
への関与が注目されている。しかしながら、これらの疾患において、OSM受容
体を発現し OSM に反応する細胞が同定されておらず、それ故、OSM による病
態形成への関与機構はほとんど明らかではない。最近、West らは活動期炎症性
腸疾患患者の腸管生検組織に発現するサイトカインを RNA-seq 法を用いて網羅
的に解析したところ、非炎症性腸疾患の腸管組織に比し OSMの発現が有意に高
いことを発見した。さらに、抗 TNF-α阻害薬が無効であった患者群では OSMが
有意に増加していることを報告した (West et al. 2017)。また、活動期の炎症性腸
疾患では主に腸管間質細胞が OSM 受容体を発現することを見出した。さらに、
抗 TNF-α阻害薬が無効なマウス腸炎モデルにおいて、抗 OSM受容体中和抗体の
投与により腸炎が有意に改善されたことから (West et al. 2017)、OSMは炎症性
腸疾患の治療標的として有望視されている。 
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Ⅱ－2  VCAM-1について 
免疫細胞が血管外の炎症組織へ浸潤する際、細胞接着分子が重要な役割を果
たす。接着分子は、免疫グロブリンスーパーファミリーやインテグリンスーパ
ーファミリーなどのいくつかのグループに分類される。好酸球は、インテグリ
ンスーパーファミリーの一つである Very Late Antigen-4(VLA-4)を細胞表面に強
く発現しており、血管内皮上に発現するインテグリン vascular cell adhesion 
molecule-1(VCAM-1)と特異的に結合することで、血管壁に接着し炎症組織へと
移行する (Patel 1998)。アレルギー性喘息の動物モデルにおいて、抗 VCAM-1抗
体や抗 VLA-4抗体の投与により肺組織への好酸球浸潤が強く抑制されることが
知られており (Nakajima et al. 1994, Sagara et al. 1997)、VCAM-1／VLA-4はアレ
ルギー性肺炎症での好酸球浸潤において最も重要な接着因子の一つである。   
 
Ⅱ－3  TRAF5について 
TNF receptor-associated factors(TRAFs)は、当初、TNF受容体スーパーファミリ
ー(TNFR型)分子の細胞内領域に会合する分子として同定され、ヒトおよびマウ
スでは TRAF1～TRAF6の 6つのファミリー分子の存在が知られる。TNF受容体
型分子が細胞膜上でそのリガンドの結合によって三量体化されると、それにと
もなって細胞内の TRAF も三量体化される。三量体となった TRAF は他のシグ
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ナル伝達分子と複合体を形成し、下流へとシグナルを伝達する (Aggarwal 2003, 
So et al. 2015)。TRAF1を除く5つのTRAFsにはRING-finger領域が存在し、TRAF2
や TRAF6ではそのユビキチンリガーゼ活性が下流分子の分解を誘導し、最終的
に転写因子 NF-κBの活性化を誘導する (Aggarwal 2003, So et al. 2015)。しかし、
TRAF5 のシグナル伝達におけるユビキチンリガーゼ活性の役割については明ら
かにされていない。また、TRAF6は、Toll様受容体や IL-1受容体などの炎症性
受容体のシグナル伝達にも関与し、一般的に、TRAFs は炎症シグナルの正の制
御因子として知られる (Aggarwal 2003, So et al. 2015)。その一方で、CD4陽性 T
細胞においては、TRAF2と TRAF5が gp130に会合し、IL-6刺激依存的な STAT3
のリン酸化を阻害することが明らかになっている。 (Nagashima et al. 2014, 
Nagashima et al. 2016)。IL-6の受容体は、IL-6の結合に特異的な IL-6受容体とシ
グナル伝達サブユニットである gp130 から構成されるが、gp130 に会合する
TRAF2および TRAF5はそのシグナル伝達を阻害し、IL-6の炎症シグナルを負に
制御する。実際に、TRAF5欠損マウスでは IL-6／Th17依存的な自己免疫疾患モ
デルである実験的自己免疫性脳性髄炎が野生型マウスに比し増悪した 
(Nagashima et al. 2014)。すなわち、TRAF5は、IL-6を介する炎症反応に抑制的
に作用する。OSMを始めとする IL-6ファミリーサイトカインはその受容体のサ
ブユニットとして gp130を共有するが、OSMなどの IL-6ファミリーサイトカイ
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ンのシグナル伝達における TRAF5 の関与は不明である。また、TRAF3 が CD4
陽性 T細胞において T細胞タンパク質チロシンホスファターゼをリクルートす
ることで IL-2受容体シグナル伝達を阻害することや (Yi et al. 2014)、TRAF6が
IL-2受容体 β鎖と会合し JAK1の IL-2受容体 β鎖へ会合を競合阻害することで
IL-2 シグナルを抑制することが報告された (Motegi et al. 2011)。このように、
TRAFsは細胞種や受容体によっては炎症性シグナルを負に制御する。 
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Ⅲ.目的 
肺における OSM 受容体発現細胞を同定し、OSM 依存的炎症反応における
TRAF5の機能を明らかにする。 
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Ⅳ. 方法 
Ⅳ－1 マウス 
 10-12週齢の C57BL/6マウスは日本 SLC 社(浜松)より購入した。TRAF5欠損
マウスは中野裕泰博士(東邦大学)が作成したものを譲り受け(Nakano et al. 1999)、
C57BL/6 マウスに戻し交配を行って使用した。これらのマウスは東北大学大学
院医学系研究科附属動物実験施設において SPF 環境下にて飼育した。全てのマ
ウス実験は東北大学動物実験安全専門委員会の承認(2015 医動-110)のもとで行
った。 
 
Ⅳ－2 マウス肺線維芽細胞 (Mouse lung fibroblast; MLF)の単離・培養 
A. Seluanovらの方法に従い (Seluanov et al. 2010)、以下の方法でマウス肺から
MLFを単離した。生後 7-14日のマウスから肺を切除し、1 mm大の小切片に分
切後、DNase 0.1 mg /ml (Sigma-Aldrich社) 、0.1 mg/ml collagenase (Sigma-Aldrich
社) を添加した 2.5 ml DMEM培地に入れ、37 °Cで 45分間撹拌した。PBSで洗
浄後、15 ml DMEM培地に再懸濁し、75 mlフラスコに移した。CO2インキュベ
ーターで培養し 1-2日後よりフラスコ表面に接着した細胞をMLFとして培養・
維持した。実験には 3継代内に使用した。 
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Ⅳ－3 サイトカイン刺激 
リコンビナントマウスOSM はR&D Systems社より購入した。マウス TNF-α、
マウス IL-6は Peprotech社より購入した。上述により得たMLFを、OSM、TNF-α
あるいは IL-6(いずれも 10 ng/ml)で刺激した。 
 
Ⅳ－4 サイトカイン精製 
マウスへの経鼻投与に用いる OSM は、主に Fujii らの方法に従い、以下の方
法で精製した(Fujii et al. 2014)。OSMの発現ベクターは、pCXN2に PAタグタン
パク質とOSMをコードする cDNAを挿入することで作成した。第 0日に PEI (6.0 
µg/mL) を用いて HEK293T細胞にリポフェクションを行い、第 1日に同容量の
培地を添加して希釈した。第 7日に培養上清を回収後、0.45 µl Stericup (Merck 
Millipore 社) にて濾過を行った。抗 PA タグ抗体ビーズ(和光純薬)を充填したカ
ラムに濾過培養上清を自然流下して、OMを吸着させた。Binding Bufferで洗浄
後、4℃にて 10分間 Elution Bufferを 2回添加してビーズに結合した OSMを溶
出 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 出 液 は Spectra/Por Dialysis Membrane 3500 
MWCO(SPECTRUM LABORATORIES社)に封入後、1,000 ml PBSで 3回透析を
行った。透析後の溶出液は Amicon Ultra-15(Merck Millipore社)を用いた限外濾過
により濃縮した。精製した OSMを Nanodropにて濃度測定し、前述の OSM(R&D
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社)とともに同濃度でマウス線維芽細胞株 NIH3T3細胞に添加し、STAT3のリン
酸化によりサイトカイン活性を確認した。 
 
Ⅳ－5 肺炎症モデル 
上記のように精製した OSMを PBSで希釈し 50 µg/mlの濃度に調整し、野生型
マウスと TRAF5欠損マウスにそれぞれ 2 µg OSMを毎日 1回経鼻投与した。投
与は最大で 7日間行った。 
 
Ⅳ－6 マウス肺の細胞単離 
過去の方法に従い、血球系細胞と非血球系細胞をそれぞれ以下の異なる方法
で単離した(Moro et al. 2015, Singer et al. 2016)。 
＜血球系細胞＞ 10 ml PBSで潅流後、マウスの両肺を切除し小切片に分切し
た。DNase 10 µg /ml (Sigma-Aldrich社) 、50 µg/ml Liberase TM (Sigma-Aldrich社) 
を添加した 4 ml DMEM培地に入れ、37℃で 60分間撹拌した。その後、細胞懸
濁液と肺切片を挫滅し 70 µm ストレイナーを通し、PBS で洗浄後、Percoll(GE
ヘルスケア・ジャパン)を用いて密度勾配遠心(2,000 rpm、30分)を行った。この
ようにして得られた細胞を血球系細胞として、解析に使用した。 
＜非血球系細胞＞10 ml PBSで潅流後、22G サーフロー留置針(TERUMO社)
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を用いて 1 ml (20 U/ml) dispase (Thermo Fisher Scientific Japan)を経気管投与し、漏
洩を防ぐために気道を結紮した。両肺と気管支・心臓を一括して切除し、
DNase(0.1 mg /ml)、collagenase(0.1 mg/ml)を添加した 2.5 ml DMEM培地に入れ、
37℃で 45分間撹拌した。気管支と心臓を切離し、挫滅後に 70 µmストレイナー
を通し PBS で洗浄した。このようにして得られた細胞のなかで、過去の論文に
従い、内皮細胞 (CD45-CD31+EpCAM-)、間質/線維芽細胞 (CD45-CD31-EpCAM-)、
上皮細胞(CD45-CD31-EpCAM+) とそれぞれ定義した(Singer et al. 2016)。 
 
Ⅳ－7 フローサイトメトリー解析 
A) 抗体 
CD45-PE (30-F11), CD31-FITC (390), CD326-APC (G.8.8), CD106 (VCAM-1)-PE 
(429), CD3ε-FITC (145-2C11), CD4-FITC (GK1.5), TCRγ/δ-FITC (GL3), CD19-FITC 
(6D5), B220-FITC (RA3-6B2), CD11c-FITC (N418), CD11b-FITC (M1/70), Gr1-FITC 
(RB6-8C5), CD49b-FITC(DX5),  NK1.1-FITC (PK136), TER119-FITC (TER-119) 
抗体は、Biolegend社(米国、サンディエゴ)より購入した。Siglec F-PE (E50-2440)
抗体はBD Bioscience社より購入した。抗OSMRβ抗体はR＆D社より購入した。 
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B) 細胞表面抗原の解析 
細胞を 2％FCSおよび 0.02％アジ化ナトリウムを含む PBS(以下 FACS Buffer)
に懸濁し、Fc 受容体ブロッキング抗体である CD16/CD32 (2.4G2) 抗体を加え、
4℃にて 15 分間インキュベートした。その後、上記の蛍光標識抗体を加え、遮
光した状態で 4℃にて 30分間インキュベートした。反応後、FACS Bufferで 1回
洗浄し、FACS Buffer で再懸濁した。解析直前に propidium iodide または DAPI
を添加することで死細胞を染色し、解析時に除外した。FACSCantoⅡ (BD 
Bioscience社)にてフローサイトメトリー解析し、データ解析には FACSDiva (BD 
Bioscience社) および FlowJo (Treestar社) ソフトウェアを用いた。 
 
Ⅳ－8  免疫組織化学染色 
東北大学病理プラットフォームに依頼し、条件検討を行った後、以下の方法
に最適化した。 
野生型マウスから肺を切離後、10％中性緩衝ホルマリン液(和光純薬)で 24 時
間固定し、パラフィン包埋した標本を使用した。脱パラフィン後、蒸留水で洗
浄し、pH6.0のクエン酸緩衝溶液とオートクレーブ(120℃、5分間)により抗原賦
活化処理を行った。冷却後蒸留水および PBS で洗浄後、室温にて 10 分間 10%
正常ヤギ血清でインキュベートしてブロッキングを行った。PBSで洗浄後、1次
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抗体反応として 0.5ug/mlのビオチン標識 OSMRβ抗体、ビオチン標識 Rat IgG2a
抗体(陰性コントロール)で、それぞれ 4℃にて一晩インキュベートした。PBSで
洗浄後、室温にて 20分間メタノール(150ml)、30% H2O2(1.5ml)でインキュベー
トし内因性ペルオキシダーゼを除去した。その後 PBSで再洗浄し、室温にて 15
分間ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(ニチレイ)でインキュベートし
た。その後 PBS で再洗浄し、検鏡しながら 0.05M Tris buffer(100ml), diamino 
benzidine (20mg), 30% H2O2 (17ul)を用いて発色を行った。PBSおよび蒸留水で再
洗浄し、ヘマトキシリンにより対比染色を行った。水洗後に脱水、透徹、封入
を行い、完成した標本を観察した。 
 
Ⅳ－9 定量リアルタイム PCR 
THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (東洋紡、大阪) と 7500 real-time PCR system 
(Life Technologies) を用いて行った。Total RNAは RNA iso plus(タカラバイオ社)
を用いて抽出し、cDNA合成には High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(ThermoFisher Scientific社)を用いた。結果は Gapdhの値で補正した。使用したプ
ライマーは以下の通りである。 
Osmr, 5’-CATCCCGAAGCGAAGTCTTGG-3’ and 
5’-GGCTGGGACAGTCCATTCTAAA-3’ , Gp130, 
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5’-TACATGGTCCGAATGGCCGC-3’ and 5’-GGCTAAGCACACAGGCACGA-3’, 
Traf5, 5’-CCGACACCGAGTACCAGTTTG-3’ and 
5’-CGGCACCGAGTTCAATTCTC-3’,  
Gapdh, 5’-CCAGGTTGTCTCCTGCGACTT -3’ and 
5’-CCTGTTGCTGTACCGTATTCA -3’. 
Il4, 5’-CGCCATGCACGGAGATGGAT-3’  and 5’-CGAAGC 
ACCTTGGAAGCCCT-3’. 
Il5, 5’-ACAAGCAATGAGACGATGAGGC-3’  and 
5’-TTTCCACAGTACCCCCACGG -3’. 
Il13, 5’-CTCCCTCTGACCCTTAAGGAGCTT -3’  and 
5’-GGTCCACACTCCATACCATGCTG -3’. 
Vcam1, 5’-CGACCTTCATCCCCACCATTG -3’  and 
5’-GGGGGCAACGTTGACATAAAGA -3’. 
Icam1, 5’-GTGATGCTCAGGTATCCATCCA -3’  and 
5’-CACAGTTCTCAAAGCACAGCG -3’. 
Sele, 5’-AGCTACCCATGGAACACGAC -3’  and 
5’-ACGCAAGTTCTCCAGCTGTT -3’. 
Ccl11, 5’-AGAGCTCCACAGCGCTTCTA -3’  and 
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5’-CTTGAAGACTATGGCTTTCAGGG -3’. 
Ccl24, 5’-ATTCTGTGACCATCCCCTCAT -3’  and 5’- 
TGTATGTGCCTCTGAACCCAC -3’. 
Ccl26, 5’-TTCTTCGATTTGGGTCTCCTTG -3’  and 
5’-GTGCAGCTCTTGTCGGTGAA -3’. 
 
 
Ⅳ－10 統計 
統計解析は Student’s t検定を用いて行い、p < 0.05を有意とした。 
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Ⅴ. 結果 
Ⅴ－1  マウスの各臓器における OSM受容体サブユニットの発現 
OSM 受容体は、OSM に特異的に結合する OSMRβ と IL-6 ファミリーサイト
カインに共通のシグナル伝達分子 gp130の 2つのサブユニットから構成させる。
OSM受容体を発現する組織を同定するために、野生型マウスから脳、眼球、肺、
心臓、胸腺、脾臓、肝臓、小腸、大腸、腎臓、膀胱、皮膚をそれぞれ切離し、
Total RNAを抽出し、定量 PCR法を用いて Osmrと Gp130の発現量を測定した。
その結果、両遺伝子ともに肺で最も高い発現が認められた(図 1)。 
 
Ⅴ－2  マウス肺における OSM受容体発現細胞の同定 
そこで次に、肺においてどの細胞集団が OSMRβを発現しているかを特定する
ために、抗 OSMRβ抗体を用いて肺組織の免疫染色を行った。その結果、OSMRβ
は主に、非血球系細胞に発現していることが明らかになった(図 2A)。さらに、
肺の個々の細胞集団における OSMRβ の細胞表面発現についてフローサイトメ
トリー解析を行った。免疫染色の結果と一致して、内皮細胞と間質細胞(主に線
維芽細胞を主体とする)の非血球系細胞でその発現が高いことが示された。上皮
細胞での発現は軽度であり、血球系細胞では調べた限り明らかな発現を認めな
かった(図 2B)。 
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Ⅴ－3   MLFにおいて OSMは TRAF5依存的に VCAM-1を発現誘導する。 
マウスへの OSM への経鼻投与により好酸球浸潤が誘導されることから
(Mozaffarian et al. 2008)、野生型MLFを OSMで刺激した際の好酸球の浸潤に関
与することが知られている主なサイトカイン、ケモカインおよび接着因子の遺
伝子発現を評価した。その結果、解析した遺伝子のうち、Th2サイトカインであ
る Il4、Il5、Il13とケモカインEotaxin3は誘導されなかったが、Eotaxin1とEotaxin2、
接着因子 Vcam-1 と Icam-1、E-selectin の発現増加が認められた (図 3A)。次に、
これらの遺伝子のなかで、野生型および TRAF5欠損MLFをそれぞれ OSMで刺
激した際に、TRAF5によって発現量が変化するものを検討した。その結果、OSM
による Vcam-1の発現誘導のみが、TRAF5の欠損によって有意に低下することが
明らかになった(図 3B)。 
Fritzらの以前の報告では、培養MLFを OSMで刺激すると接着因子 VCAM-1
のタンパク量が増加する (Fritz et al. 2006)。しかし、この報告ではウェスタン・
ブロット法で VCAM-1 タンパク質を評価したため、OSM の細胞表面 VCAM-1
発現への影響は不明である。そこで、MLFを in vitroで OSM刺激を行った後、
VCAM-1 の細胞表面発現量をフローサイトメトリー法で経時的に測定した。そ
の結果、刺激 24時間後より、有意な VCAM-1発現増加が確認された(図 3C)。次
に、OSM シグナルにおける TRAF5 の機能を明らかにするために、野生型マウ
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スと TRAF5欠損マウスの肺からそれぞれMLFを単離・培養し、in vitroで OSM
刺激を行った。その結果、TRAF5 欠損 MLF では、野生型 MLF で認められた
VCAM-1の発現上昇が有意に抑制された(図 3D)。 
実際に、Traf5の発現は内皮細胞と間質／線維芽細胞で発現が認められ、対照
的に、上皮細胞は殆ど発現が認められなかった(図 3E)。したがって、MLFにお
ける OSM刺激による VCAM-1の発現誘導に、内因性 TRAF5が重要な役割を果
たすことが示唆された。なお、野生型および TRAF5欠損MLFにおける他の Traf
の遺伝子発現量を比較したところ、Traf5以外のいずれにおいても有意な差は認
められなかった。(データ提示せず)。 
 
Ⅴ－4   IL-6およびTNF-α刺激により誘導されるVCAM-1発現は TRAF5の影
響を受けない。 
OSM は滑膜線維芽細胞や肺線維芽細胞において IL-6 産生を誘導するほか 
(Smyth et al. 2006)、小膠細胞において TNF-α産生を誘導することが知られてい
る (Baker et al. 2010)。TRAF5は IL-6や TNF-αシグナル伝達を制御することが知
られていることから、OSM刺激による TRAF5依存的 VCAM-1発現誘導が、IL-6
や TNF-αの産生による 2次的な作用である可能性が考えられた。 
そこで、野生型および TRAF5欠損MLFを、IL-6あるいは TNF-αでそれぞれ
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刺激をして VCAM-1発現誘導を比較した。しかしながら、いずれの刺激におい
ても両群間で VCAM-1発現誘導の程度に有意な差は認められなかった(IL-6；図
4A、TNF-α；図 4B)、したがって、OSM による TRAF5 依存的 VCAM-1 発現誘
導に、IL-6あるいは TNF-αの 2次産生は関与しない可能性が示唆された。 
 
Ⅴ－5  TRAF5欠損マウスは OSM誘導肺炎に対して抵抗性を示す。 
OSMによる肺炎症における in vivoでの TRAF5の機能を明らかにするために、
野生型マウスとTRAF5欠損マウスにOSMを連日経鼻投与し、肺炎を誘発した。
野生型マウスの肺において PBS投与群に比し OSM投与群では全血球系細胞数、
好酸球数、CD4陽性 T細胞数の有意な増加が認められた(図 5A)。一方、TRAF5
欠損マウスではいずれの細胞分画においてもOSM投与による増加が認められな
かった(図 5A)。 
また、OSM投与第 5日において、野生型および TRAF5欠損マウス肺の内皮
細胞と間質／線維芽細胞における VCAM-1の発現をフローサイトメトリー法で
解析した。その結果、野生型マウスにおいては PBS投与群に比し OSM投与群
では VCAM-1発現量の有意な増加が認められたが、TRAF5欠損マウスでは、
VCAM-1発現量の変化は認められなかった(図 5B)。  
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Ⅵ.考察 
本研究において、OSM刺激によるMLF細胞表面上の VCAM-1発現を TRAF5
が正に制御していることが明らかになった。さらに、TRAF5 欠損マウスでは
OSM経鼻投与により誘導される好酸球浸潤が有意に減弱することを示した。ま
た、in vitroの結果と同様に、野生型マウスで認められた内皮細胞、間質／線維
芽細胞上の VCAM-1発現上昇が TRAF5欠損マウスでは認められなかった。以上
の結果は、OSM を介した肺炎症における TRAF5 の生理学的な重要性を示唆す
る重要な知見である。 
 OSM はヒトの肺炎症や肺線維化に関与するほか、マウス呼吸器に OSM を投
与することで肺疾患動物モデルとして利用されていたにもかかわらず (Langdon 
et al. 2003)、肺における OSM反応細胞は明らかにされていなかった。本研究に
より、血球系細胞でなく非血球細胞、特に内皮細胞と間質／線維芽細胞におい
て OSM 受容体が発現していることが明らかになった。OSM 誘導肺炎は病理像
として、間質優位な亜急性の好酸球浸潤を呈するが(Mozaffarian et al. 2008)、こ
れは本研究で明らかになった OSM受容体の分布と矛盾しないと考えられる。 
最近、West らは活動期炎症性腸疾患患者の腸管生検組織において OSMRβ が
主に間質細胞で強く発現することを報告したが (West et al. 2017)、今回の肺にお
ける解析結果はこれと一致するものである。同研究では、抗 TNF-α 療法抵抗性
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のマウス腸炎モデルにおいて抗OSM中和抗体の投与により腸炎の効果的な改善
が認められており、間質性肺炎や肺線維症をはじめとする様々な炎症性疾患に
おいて OSM／OSM受容体系は有望な治療標的であると考えられる。 
 OSM産生細胞として、ヒトでは活性化 T細胞やマクロファージ、樹状細胞な
ど様々な報告が存在する(T J Brown et al.1987, Suda et al.2002)。特に、Kathrynら
は、鼻茸や気管支喘息の患者では OSMの発現が増加していることを報告してお
り(Kathryn L. Pothoven et al.2015)、鼻茸の組織病変では OSM産生細胞の 80.4% 
±6 5%が好中球であり、同様に重症な気管支喘息の生検標本では OSM産生細胞
の 52.1% ±15.9%が好中球であった(Kathryn L. Pothoven et al.2017)。好中球に次
いで肥満細胞に少量の OSM産生が認められた以外には、T細胞や B細胞、好酸
球、マクロファージなどでは産生を殆ど認められなかったことから、ヒトのア
レルギー性気道疾患では主に好中球によるOSM産生が病態形成に寄与している
可能性が考えられる。 
肺は生理的状態でも好酸球の分布が多く、好酸球との関連が深い臓器である。
好酸球が血管内から組織局所に浸潤する際、firm adhesionと呼ばれる現象が必須
である (Broide and Sriramarao 2001, Larbi et al. 2000, Sriramarao et al. 2000)。すな
わち、好酸球表面の VLA-4が炎症性サイトカインにより活性化された血管内皮
細胞上に発現する VCAM-1 と強固な接着 (firm adhesion)を形成しないと、好酸
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球は炎症局所へ遊走することができない。今回、OSMを介した肺炎症の機序を
理解するために、VCAM-1発現に焦点を当てて解析を行った。その結果、in vivo 
/ in vitroの両者において、OSMは VCAM-1を内皮/間質細胞表面上に発現誘導す
ることを明らかにした。以前より、肺組織への好酸球浸潤に VCAM-1／VLA-4
が必須であることが知られていることから (Nakajima et al. 1994, Sagara et al. 
1997)、OSMを介する肺炎症反応、特に好酸球浸潤においては VCAM-1／VLA-4
系が関与する可能性が考えられる。 
OSM はその受容体サブユニットとして gp130 を使用することから、当初は
IL-6と同様に TRAF5が OSMシグナル伝達を抑制することを予想していた。し
かし、予想とは反対に、OSM刺激による VCAM-1の発現誘導に TRAF5が必須
であることが示された。その機序として以下の 2つの仮説が考えられる。1つめ
は OSM 受容体シグナル伝達に TRAF5が直接的に関与し、そのシグナルを正に
制御する可能性である。多くの血球細胞や線維芽細胞株において、gp130 に
TRAF5が直接会合していることを確認しており(Nagashima et al. 2014およびデ
ータ提示せず)、TRAF5 が、gp130 への会合を介して OSM シグナル伝達に関与
する可能性は否定的でない。IL-6刺激による STAT3のリン酸化を TRAF5は抑制
するが、OSMは IL-6とは異なり STAT5のリン酸化も誘導するほか (Le Goff et al. 
2014)、STAT6のリン酸化を介して VCAM-1を誘導するとの報告もある (Fritz et 
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al. 2006)。したがって、TRAF5がこれらに対して、IL-6シグナルとは異なるシグ
ナル伝達系を介して作用する可能性が考えられる。第 2の仮説は、OSM刺激に
よって何らかの TNFファミリーサイトカインが産生誘導され、そのサイトカイ
ンが TNF受容体型分子をオートクラインで刺激し、そのシグナル伝達に TRAF5
が促進的に関与する可能性である。VCAM-1 は、IL-1や TNF-αによる刺激では
主に転写因子 NF-κF や AP-1 を介して発現が誘導されることが知られている
(Andrew S. Neish et al. 1992, Mushtaq Ahmad et al.1998)。実際に、OSM刺激による
VCAM-1発現上昇がみられたのは刺激後 48時間であり(図 3A)、その時間的な長
さからニ次的な発現誘導である可能性は否定できない。しかし、いずれの仮説
においてもそれを支持する証拠は不十分であり、今後のさらなる解析が必要で
ある。 
以前にナイーブ CD4陽性 T細胞において、TRAF5が gp130に結合することで
IL-6 刺激による STAT3 のリン酸化を阻害することが明らかになっているが 
(Nagashima et al. 2014)、TRAF5欠損MLFを IL-6で刺激した際の VCAM-1発現
誘導は野生型 MLF と同等であった。すなわち、MLF において TRAF5 は
IL-6/gp130シグナルを阻害しなかった。T細胞と比較して TRAF5 の発現量が少
ない腹腔マクロファージでもこの阻害効果が認められなかったことを考慮する
と(Nagashima et al. 2014)、TRAF5の発現量や細胞種の違いが、CD4陽性 T細胞
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の知見とは異なる原因であることが推察される。IL-6 シグナル伝達における
TRAF5の役割について、更なる解析が必要である。 
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Ⅶ. 結論  
1)マウス肺における OSM受容体発現細胞として内皮細胞および間質／線維芽細
胞を同定した。 
2)TRAF5欠損MLFではOSM刺激によるVCAM-1発現誘導の減弱が認められた。 
3)in vivoにおいて、TRAF5欠損マウスでは OSM投与により誘導される好酸球浸
潤は著明に減弱した。in vitroと同様に、内皮細胞や間質細胞上の VCAM-1
発現にも減弱が認められた。 
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Ⅷ. 略語 
TRAF：TNF receptor associated factor 
TNFRSF：TNF受容体スーパーファミリー分子 
OSM：オンコスタチンM  (oncostatin M) 
TNF：腫瘍壊死因子 (Tumor necrosis factor) 
VLA-4： Very late antigen-4 
VCAM-1：血管細胞接着分子 1  (Vascular cell adhesion molecule-1) 
MLF：マウス肺線維芽細胞  (Mouse lung fibroblast) 
PBS：リン酸緩衝生理食塩水 (Phosphate buffered saline) 
DMEM：ダルベッコ改変イーグル培地 (Dulbecco's modified eagle medium) 
APC：アロフィコシアニン (Allophycocyanin) 
FITC：フルオレセインイソチオシアネート  (fluorescein isothiocyanate) 
PE：フィコエリスリン (Phycoerythrin) 
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Ⅸ. 図表の説明 
図 1．マウスの各組織における Osmr、Gp130の mRNA発現 
OSM 受容体を構成する 2 つのサブユニットである OSMRβ(Osmr)と
gp130(Gp130)の遺伝子発現を定量リアルタイム PCR で測定した。Gapdh 発現に
対する相対値を計算し、図に示す。エラーバーは標準偏差を示す(n = 3)。 
 
図 2．マウス肺における OSMRβの発現 
(A)定常状態の野生型マウス肺組織を抗 OSMRβ抗体で免疫染色を行った。 
(B)定常状態の野生型マウス肺から単離した上皮細胞(CD45-CD31-EpCAM+)、内
皮 細 胞 (CD45-CD31+EpCAM-) 、 間 質 細 胞 (CD45-CD31-EpCAM-) 、 好 中 球
(CD11b+Gr-1+) 、 T 細 胞 (CD3+) 、 B 細 胞 (CD19+B220+) 、 好 酸 球
(SSchighCD11b+CD11c-Siglec F+)、肺胞マクロファージ(SSchighCD11b-CD11c+Siglec 
F+)、2型自然リンパ球(Lineage- ST2+)における細胞表面上の OSMRβ発現をそれ
ぞれフローサイトメトリーにより解析した。既知の細胞系列を同定するマーカ
ー(Lineage)として CD3ε, CD4, CD8α, CD19, B220, CD11c, CD11b, Gr1, γδTCR, 
FcεR1α, Ter119を用いた。灰色塗りのヒストグラムはアイソタイプ・コントロー
ル (Rat IgG2a) 染色を示す。 
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図 3  TRAF5欠損 MLFでは、OSM刺激による VCAM-1発現誘導が抑制され
る。 
(A) 野生型MLFを OSM (10 ng/ml)で刺激し、各時間でのそれぞれの遺伝子の発
現量を評価した。n.d.：検出限界以下。 
(B) 野生型および TRAF5欠損MLFをそれぞれ OSM (10 ng/ml)で刺激し、刺激後
6時間でのそれぞれの遺伝子の発現を評価した。*P < 0.05。n.s.：有意差なし。 
(C) 野生型MLFを OSM (10 ng/ml)で刺激し、各時間での細胞表面の VCAM-1発
現をフローサイトメトリーにより解析した。実線は野生型を、灰色塗りは陰性
コントロール染色を示す。 
(D) 野生型および TRAF5欠損MLFをそれぞれ OSM (10 ng/ml)で刺激し、各時間
での細胞表面の VCAM-1発現をそれぞれフローサイトメトリーにより解析した。
ヒストグラムは刺激後 48 時間のデータを示す。実線は野生型を、灰色塗りは
TRAF5欠損をそれぞれ示す。VCAM-1発現レベルを VCAM-1発現指数としてグ
ラフに示す。VCAM-1 発現指数＝(各時間後の ΔMFI)／(未刺激(0 時間)での
ΔMFI)； ΔMFI =(VCAM-1特異的染色の平均蛍光強度[MFI]) – (アイソタイプコ
ントロール染色の平均蛍光強度[MFI])。 
(E) 野生型マウスの肺から単離した上皮細胞、内皮細胞および間質／線維芽細
胞における Traf5 の発現を定量リアルタイム PCR で測定した。Gapdh の発現に
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対する相対値を計算しグラフに示す。エラーバーは標準偏差を示す(n = 3)。
TRAF5欠損 MLFのデータは発現陰性コントロールとして使用した。n.d.：検出
限界以下。 
 
図 4 IL-6および TNF-α刺激により誘導される VCAM-1発現は TRAF5の影響
を受けない。 
(A) 野生型および TRAF5欠損MLFをそれぞれ IL-6 (10 ng/ml)で刺激し、各時間
での細胞表面の VCAM-1発現をそれぞれフローサイトメトリーにより解析した。
VCAM-1発現レベルを、図 3Bと同様に VCAM-1発現指数としてグラフに示す。
ヒストグラムの実線は野生型を、灰色塗りは TRAF5欠損をそれぞれ示す。*P < 
0.05。n.s.：有意差なし。 
(B) 野生型および TRAF5欠損MLFをそれぞれ TNF-α (10 ng/ml)で刺激し、各時
間での細胞表面の VCAM-1発現をそれぞれフローサイトメトリーにより解析し
た。VCAM-1 発現レベルを、図 3B と同様に VCAM-1 発現指数としてグラフに
示す。ヒストグラムの実線は野生型を、灰色塗りは TRAF5欠損をそれぞれ示す。
*P < 0.05。n.s.：有意差なし。 
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図 5  TRAF5欠損 マウスでは、OSM投与により誘導される好酸球浸潤が減弱
する。 
野生型および TRAF5欠損マウスに OSM 2 µgまたは PBS(コントロール)を連日
経鼻投与した。 
(A)  第 7 日に解析を行い、両肺組織中の血球系細胞 (CD45+)、好酸球
(SSchighCD11b+CD11c-Siglec F+)、CD4+T細胞(CD3+ CD4+)、CD8+T細胞(CD3+ CD8+)、
B細胞(CD19+B220+)の絶対数をそれぞれ算出した。グラフ中の記号は個々のマウ
ス(黒丸：野生型[WT]、白丸：TRAF5 欠損[KO])を、横太線は各群の平均値を示
す。 
(B)  第 5 日に解析を行い、内皮細胞と間質／線維芽細胞の VCAM-1 発現率(各
細胞群の総数に対する VCAM-1 発現細胞数の比率)を算出した。グラフは
VCAM-1発現率の平均値±標準偏差(n = 3)を示す。*P < 0.05。n.s.；有意差なし。 
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